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Samenvatting
Bacterien hebben om te kunnen overleven, net als elke andere cel,
energie nodig. Heterotrofe organismen verkrijgen deze energie door energierijke
verbindingen, zoals suikers, op Le nemen uit hun omgeving. Om het weglekken
van catabolieten en het binnendringen van celvreemde stoffen tegen te gaan is
de cel omgeven door een pracLisch ondoordringbare barriere, het cytoplasma-
tisch membraan. c)m toch bouwstoffen te kunnen opnemen en afvalproducten
te kunnen afvoeren, beschikken zij over hoogst specifieke transporteiwitten,
welke ingebed zijn in het membraan. Het onderzoek beschreven in dil proef-
schrift betreft een bepaald type transporLsysteem in de bacterie Escherichia
coli waarmee de suiker mannitol kan worden opgenomen. Dit transport-
systeem hoort tot de klasse der fosfoenolpyruvaatafhankelijke fosfotransferase
systemen (PTS) welke in tal van microorganismen verantwoordelijk zijn voor
de opname van hexoses en hexitolen. Het PTS is een zogenaamd groeptranslo-
catiesysteem, wat inhoudt dat lijdens het transport de suiker gemodificeerd,
in dit geval gefosforyleerd, wordt. De fosforylgroep die op de suiker wordt
overgedragen is afkomslig van het in het cytoplasma aanwezige fosfoenolpyru-
vaat. Via de cytoplasmatische PTS-eiwitcomponenten EI en HPr wordt deze
fosforylgroep overgedragen op EIIMtI , h"t eiwi! dat uiteindelijk veranLwoor-
delijk is voor de transportstap. Tijdens het transport van mannitol over de
membraan wordt de fosforylgroep van EIIMtI overgedragen op manniLol. De
genvolgorde en daarmee de aminozuurvolgorde van EIIMtI is bekend. Het
enzym is een keten van 637 aminozuren, waarvan de eerste helft in het mem-
braan geincorporeerd is en de lweede helft in het cytoplasma steekt. Dit
proefschrift beschrijft een aantal studies naar het werkingsmechanisme van
EIIMII.
In hoofdstuk II wordt de associatietoestand van het eiwit in zijn natuur-
.lil/<e omgeving, het cytoplasmatisch membraan, bestudeerd. Aangetoond wordt
dat het eiwil als een dimeer aanwezig is. Bovendien blijkt er een pH-afhankelijk
regulatiemechanisme aanwezig Le zijn. Bij lage pH associeert EIIMII met een
regulatoreiwit. Binding van dit eiwit remt de katalytische activiteit van EIIMtr.
Toevoeging van het niet-ionische detergens lubrol verbreekt de associatie. De
aard van het regulatoreiwit is nog niet duidelijk. Het kan een ander eiwit zijn
maar ook EIIMII zelf.
Thiolen blijken belangrijk íe zijn voor tal van transportprocessen. Het
transport blijkt vaak gekoppeld te zijn aan een bepaalde redox-toestand van
een of meerdere thiolen. EIIMtT beschikt over vier cysteinesi een hiervan is
essentieel voor de katalytische activileit, Het eiwit is alleen dan actief als
deze thiol in de gereduceerde, ongemodificeerde vorm voorkomt. Alkylering of
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oxidatie leidt onmidde llijk tot een katalytisch inactief enzyín. Dit houdt in
dat de carrier eventueel gereguleerd kan worden door reductie/oxidatie van
deze thiol. In het ongefosforyleerde eiwit is deze thiol bijzonder gevoelig voor
alkylering. Fosforylering van het eiwit beschermt tegen alkylering. In hoofdstuk
III wordl de localisalie van deze thiol in het eiwit beschreven. Het blijkt de
cysteine op plaats 384 te zijn. Deze cysteine bevindt zich in het cytoplasmati-
sche gedeelte van het eiwit.
In hoofdstuk IV wordt de functie van deze cysteine nader onderzocht.
Eerst wordt de stochiometrie van fosforylincorporatie op het eiwit bepaald.
EIIMIT blijkt twee fosforylgroepen in te bouwen per monomeer. Beide fosforyl-
groepen blijken te kunnen worden overgedragen op mannitol. Als cysteine-384
wordt geoxideerd of gealkyleerd blijkt nog maar een fosforylgroep te worden
ingebouwd. In een tweede serie experimenten wordt gekeken naar de binding
van mannitol op EIIMtl. Er blijkt een bindingsplaats met hoge affiniteit te
zijn per twee moleculen EIIMtr. Daarnaast is er nog een bindingplaats met
een 9O maal lagere affiniteit. Ook hieruit blijkt dus dat het eiwit als een
dimeer aanwezig is. Alkylering of oxidatie van cysteine-384 heeft geen effect
op het aantal of de affiniteit van deze bindingplaatsen. Cysteine-384 speelt
dus blijkbaar een rol bij fosforylering van de tweede fosforyleringsplaats.
Hoofdstuk V beschrijft de localisatie van de twee fosforyleringsplaaLsen
in de aminozuurvolgorde . Recentelijk zijn op basis van sequentie homologieen
en de verwachting dat EIIMtT op twee histidine residuen wordt gefosforyleerd,
door een aantal laboratoria de histines 554 en 195 als fosforyleringsplaatsen
voorspeld. Uit de experimenten in hoofdstuk V blijkt dat histidine 554 inder-
daad gefosforyleerd wordt. Fosforylering van dit residue vindt, onafhanke lijk
van de redoxtoestand van cysteine 384, rechtstreeks vanuit P-HPr plaats. Het
tweede gefosforyleerde residue is geen histidine maar verrassenderwijs cysteine
384.
Het feit dat de activiteits-gekoppelde cysteine en de tweede fosforylerings-
plaats een en hetzelfde residue zijn, verklaart de waarnemingen gedaan met
betrekking tot redoxtoestand en activiteit. Het eiwit kan alleen dan functione-
ren als cysteine 384 gefosforyleerd .kaa worden, dus als cysteine 384 in de
gereduceerde toestand voorkomt, Bovendien is nu direct duidelijk waarom het
gefosforyleerde eiwit beschermd is tegen oxidatie: cysteine 384 is niet beschik-
baar voor disulfide-vorming. Recentelijk is een model gepresenteerd dat een
verklaring gaf voor de observatie dat fosforylering van een geoxideerd eiwit
de reductiesnelheid van de geoxideerde dithiol vergrootte. Dit werd verklaard
door aan te nemen dat incorporatie van een fosforylgroep in de nabijheid van
een dithiol de pK van de thiol en daarmee het redox-gedrag, kon beinvloeden.
In hoofdstuk V wordt een model gepresenteerd dat, op grond van de studies
beschreven in dit proefschrift, een betere verklaring geeft. Doordat de activiteits-
gekoppelde cysteine ook gefosfor;yleerd wordt, koml het eiwit in een Loestand
welke niet meer geoxideerd kan worden.
